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摘要:利用 ISSR 分子标记对来自 10 个不同生态地区的红锥优良种质进行基因组遗传多样性分析. 从 20 条引
物中筛选出 11 条具有扩增多态性的引物用于 ISSR- PCR扩增, 共扩增出 435 条带,其中多态性条带 325 条, 占总扩
增条带的 74. 7 % ,平均每个引物扩增 3. 95 条. ISSR 标记分析揭示出红锥 10 个优良种质的遗传相似系数介于
0. 473 7~ 0. 808 1 之间, 平均值为0. 728 7.用 ST A T I S 统计软件的欧氏可变类平均法构建类型之间的分子系统树,
聚类分析结果将 10 个优良红锥种质分为 4 个类群.
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Abstract: Genet ic diversity of f ine germplasm resources o f Castanop si s hy str ix f rom ten dif ferent eco-
logical regions w as analyzed by using the inter-simple sequence repeat ( ISSR) , and 11 ef fect ive primers
w ere selected f rom 20 pr im er s. The result show ed as fo llow s: 435 bands w er e amplif ied, am ong w hich 325
bands w ere po lymo rphic, and percentage of po lymo rphic bands w ere 74. 7 % , an aver ag e o f approx imately
3. 95 bands per primer. Genet ic similarity indexes o f ten germplasms of C. hy st r ix r anged fro m 0. 473 7 to
0. 8081, and the average value w as 0. 728 7. Stat ic sof tw are w as used to calculate the Nei s g enetic distance
and a dendrog ram w as const ructed based on UPGM A cluster analysis. T hese ten germ plasm s w ere divided
into 4 m ajo r g roups, and their genet ic relative and the genet ic distance w er e discussed.
Key words: Castanop sis hy st rix ; g enet ic div ersity ; ISSR; cluster analysis
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ISSR( inter-simple sequence repeat) 是利用包




大的优势. Gilbert 等[ 3] 和 Yang 等 [ 4] 研究表明, IS-
SR 对 PCR 反应的敏感性低于 RAPD,稳定性优于
RAPD. Jo nsson 等
[ 5]
研究认为在进行克隆植物遗传
多样性的研究时可优先考虑使用 ISSR. Gao 等
[ 6]
研
究认为 RAPD 和 ISSR检测疣粒野生稻遗传变异的
能力高于等位酶分析, 根据多态条带比率和 Shan-













( Castanop sis hy strix )的新鲜叶片为试验对象,采样后
将样品立即放入超低温冰箱备用.材料来源见表 1.
表 1 原产于不同生态地区的 10个红锥优良种质材料
T ab. 1 Germ plasm mater ials o f Castanop sis hy str ix fr om













1. 2. 1 基因组 DNA 的提取 每个红锥树种随机
选取 15个个体的混合叶片,采用改进的 CTAB [ 7]法
提取总 DNA .各取 60 ng 用于 PCR扩增.
1. 2. 2 ISSR- PCR扩增反应条件 94 预变性 5
m in, 94 变性 30 s, 52~ 55 复性 45 s, 72 延伸
2 min,共 40个循环, 72 延伸 7 min. PCR 产物在
2. 0 % 琼脂糖上电泳,凝胶成像系统拍照.
1. 2. 3 引物的筛选 根据 PCR扩增结果, 从 20个
引物(表 2)中选出 11 个扩增条带较多、信号强、背
景清晰的引物用于 ISSR- PCR反应.变性温度根
据引物的 Tm值变化 1~ 3 . ISSR引物由上海生工
公司合成.
表 2 ISSR引物序号与序列
T ab. 2 L ist of ISSR pr imers and their sequences
引物序号 引物序列( 5- 3 )
1 G AG A GA GA GA G AG A GA A
2 GA GA G AG A GA GA GA G AC
3 AG AG A GA GA G AG AG A GT
4 A GA G AG AG A GA GA G AG ST
5 A GA GA GA G AG A GA GA GSA
6 CT CT CT CT CT CT CT CT A
7 CT CT CT CT CT CT CT CT G
8 CT CT CT CT CT CT CT CT T
9 CT CT CT CT CT CT CT CT W G
10 CT CT CT CT CT CT CT CT W C
11 T CT CT CT CT CT CT CT CA
12 T CT CT CT CT CT CT CT CG
13 T G T G T GT GT G T GT GT G A
14 A CACA CACA CACA CA CG
15 G A GA GA G AG AG A GA GA T
16 A CA CA CA CA CA CACA CCG
17 T CT CT CT CT CT CT CT CA T
18 CACCACA CA CA CA CA
19 T CT CT CT CT CT CT CT CC
20 A CA CA CA CA CA CA CA CA G
1. 2. 4 数据处理与统计分析 电泳图谱的每个条
带均为 1个分子标记( M arker ) , 代表 1个引物的结
合位点.根据各分子标记的有无及其迁移率,统计所
有的二元数据;有带(显性)记作 1, 无带(隐性)记为
0, 强带和弱带的赋值均为 1. 对于多态位点, 仅将重
复试验中能稳定出现的差异条带用于数据分析. 利
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2. 1 优良红锥的 ISSR 扩增结果
从20条引物中筛选出11条具有扩增多态性的
引物用于 ISSR- PCR扩增. 11条 ISSR引物共扩增
出 407 条重复性高、清晰的多态性条带(图 1, 2, 3) ,
分子量在 120~ 2 000 bp 之间, 多态性条带比率为
74. 7 % ,平均每个引物扩增 37. 0 条. 11 条引物的
具体扩增情况见表 3.
表 3 11 条 ISSR 有效引物扩增情况
T ab. 3 A mplification of 11 effect ive ISSR primers
引物序号 扩增带数 多态性条带数 多态性条带率/ %
9 56 56 100. 0
17 63 53 84. 1
19 49 39 80. 0
7 48 38 79. 2
2 41 31 75. 6
18 36 26 72. 2
14 66 46 70. 0
12 31 21 67. 7
4 56 36 64. 3
5 54 34 63. 0
15 47 27 57. 4
2. 2 聚类分析结果
根据 DNA 扩增结果计算遗传距离, Nei's 遗传
距离( GD )的范围在0. 191 9~ 0. 526 3(表 4) .其中,
容县 ( 5 ) 和凭祥 ( 7 ) 的遗传距离最近 ( GD =
0. 191 9) ,广东 1号( 1)和浦北( 2)的遗传距离最远
( GD= 0. 526 3) . 基于 Nei's遗传距离,根据 LPCM A
法构建了 10个优良红锥种质的聚类图(图 5) . 10个
优良红锥种质可分为4个类群, 其中容县和凭祥遗
传关系最近,与东兰、广东 1号、广东 3号、宁明聚为
第 1类群,苍梧和博白为第 2类群,广东 2号为第 3
类群,浦北与其他 9个品种遗传关系最远,聚为第 4
类群.
注: M . DNA 标准( DL 2000) .
图 1 ISSR引物 9 的 PCR 扩增结果
F ig . 1 PCR r esult of primer 9
注: M . DNA 标准( DL 2000) .
图 2 ISSR引物 14 的 PCR扩增结果
F ig . 2 PCR result o f pr imer 14
注: M . DNA 标准( DL 2000) .
图 3 ISSR引物 17的 PCR 扩增结果
F ig . 3 PCR result o f pr imer 17
表 4 Nei氏遗传相似性系数(上方)和遗传距离(下方)
T ab. 4 Nei s genetic similarity indexes ( abov e) and g enet ic distance ( belo w)
编号 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
1 0. 473 7 0. 493 2 0. 746 7 0. 729 7 0. 708 9 0. 733 3 0. 674 2 0. 729 4 0. 690 5
2 0. 526 3 0. 693 3 0. 638 9 0. 611 9 0. 620 5 0. 664 0 0. 681 8 0. 658 3 0. 698 8
3 0. 506 8 0. 306 7 0. 684 9 0. 658 8 0. 632 9 0. 644 4 0. 629 2 0. 611 8 0. 642 9
4 0. 253 3 0. 361 1 0. 315 1 0. 707 3 0. 684 2 0. 689 7 0. 674 4 0. 682 9 0. 666 7
5 0. 270 6 0. 388 1 0. 341 2 0. 292 7 0. 772 9 0. 808 1 0. 646 8 0. 766 0 0. 688 2
6 0. 291 1 0. 379 5 0. 367 1 0. 315 8 0. 227 3 0. 752 7 0. 739 2 0. 727 3 0. 735 0
7 0. 266 7 0. 336 0 0. 355 6 0. 310 3 0. 191 9 0. 247 3 0. 718 4 0. 787 9 0. 734 7
8 0. 325 8 0. 318 2 0. 370 8 0. 325 6 0. 353 2 0. 260 8 0. 281 6 0. 755 1 0. 721 6
9 0. 270 6 0. 341 7 0. 388 2 0. 317 1 0. 234 0 0. 272 7 0. 212 1 0. 244 9 0. 782 6
10 0. 309 5 0. 301 2 0. 357 1 0. 333 3 0. 311 8 0. 264 4 0. 265 3 0. 278 4 0. 217 4
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图 4 10 种优良红锥种质的 ISSR 聚类分析树状图
F ig. 4 T he cluster dendr og ram fo r ten ger mplasms o f




只是引物设计要求不同,其长度一般在 15~ 24 bp.
反应的退火温度为 52~ 55 , 比 RAPD ( 36~ 40





合位点间的片段长度产生差异 [ 8-9] ,其产物多态性远
远比 RFLP, SSR, RAPD丰富, 可以提供更多的关
于基因组的信息, 而且比 RAPD 技术更加稳定可
靠,实验重复性好.在 ISSR反应体系中加入 2 %甲
酞胺能够降低由于引物滑动而引起的背景模糊, 加
入2 %~ 4 % DMSO能提高反应的特异性 [ 10] .因此
ISSR结合了 SSR和 RAPD的优点,既具有 RA PD
的操作简单、检测结果方便的特点, 又具有 SSR 的
稳定性优势,并且 ISSR花费小, 容易操作.所以 IS-
SR标记是一种快速、可靠、可以提供有关基因组丰
富信息的 DNA 指纹技术,有着很好的发展前景 [ 11] .
3. 2 10个红锥种质形成较大遗传差异
通过 ISSR分子标记对 10 个优良红锥种质基
因组的分析发现,它们的遗传相似系数变化范围在
0. 473 7~ 0. 808 1之间,小于种内群居间的遗传一
致度( 0. 90) .多态位点百分率是衡量物种遗传变异
水平高低的一个重要指标, 是度量遗传多样性的重




水平为 50. 5 %, 种群多态位点平均水平为 34. 2%.
本研究表明 ISSR 分析的多态位点百分率为
74. 7% ,高于种和种群的平均水平, 说明 10 个优良
红锥种质长期在不同的地理环境下进化, 已经形成
了较大的遗传差异.
综合 ISSR分子标记、同工酶分析和 rbcl 序列
比对推断出:所研究的 10个优良红锥种质可以分为
4个类群, 其中容县和凭祥遗传关系最近, 与东兰、
广东 1号、广东 3号、宁明聚为第 1 类群, 并且与同
属的 C. lucida相差较远; 苍梧和博白为第 2类群,
广东 2号为第3类群,这 2个类群与同属的 C. luci-
da最接近; 浦北与其他 9 个红锥种质遗传关系最




颂[ 1 3]指出,林木所处的生境条件, 群体的起源和家
系结构以及林木群体的交配系统均是影响林木群体
遗传变异和分化的因子. 王洪新等 [ 14] 则特别强调,
影响自然群体遗传结构唯一肯定起作用的因子是繁









品的基因组 DNA 进行了 RAPD及其聚类分析, 结


















.广西壮族自治区地处 E 104 29 ~ 112 04 ,


















持有不同观点. Kim [ 18] 应用捕获曲线 ( captur-
ingcur ves) 的方法,提出了对赤松( P inus densif lo-
r a) 、黑松( P . thunber gi i) 和红松( P . kor aiensis)取
原境保存和异境保存所抽取的群体数、群体面积及
每个群体的个体数. Yang 等 [ 19]将等位基因按其频
率和在群体中的分布状况分成 4 类,分别对每类等
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